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Povzetek 
 
Pripravila sem diamin, 4-(2-((2-cikloheptiletil)amino)etil)-N,N-dimetilcikloheksan-1-
amin, s sekundarno in terciarno aminsko skupino. Diamin sem uporabila za amidiranje 
Nα-(terc-butoksikarbonil)-Nα-butil-D-triptofana in 3-(1H-indol-3-il)propanojske kisline 
po aktivaciji s CDI. N-Boc zaščiten triptofan sem neuspešno amidirala z N-(2-
cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)propan-1-aminom. Po redukciji karbonilnih skupin 
amida in ciklizaciji/redukciji enega izmed produktov sem dobila končne produkte, ki sem 
jih izolirala s kolonsko kromatografijo in v celoti okarakterizirala. Uspešno sem pripravila 
tri razvejene, z sp3-hibridiziranimi atomi bogate produkte z dvema aminskima skupinama 
in prisotno indolilno skupino. Produktom, ki so potencialni inhibitorji butirilholinesteraze 
v možganih, smo testirali inhibitorne sposobnosti. Pri tem smo preverili tudi specifičnost 
inhibicije.  
 
Ključne besede: heterociklične α-aminokisline, indol, amin, inhibitor 
butirilholinesteraze. 
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Synthesis of butyrylcholinesterase inhibitors from heterocyclic 
α-amino acids 
 
Abstract 
 
Diamine, 4-(2-((2-cycloheptylethyl)amino)ethyl)-N,N-dimethylcyclohexan-1-amine, 
was prepared. It contains one secondary and one tertiary amino group. The diamine was 
used for the amidation of Nα-(tert-butoxycarbonyl)-Nα-butyl-D-tryptophan and 3-(1H-
indol-3-yl)propanoic acid after the activation of the carboxy group with CDI. N-Boc 
protected tryptophan was unsuccessfully amidated with N-(2-cycloheptylethyl)-3-(1H-
indol-3-yl)propan-1-amine. Subsequently, amides were reduced to amines and one of the 
products was further cyclized/reduced. The final products were isolated with column 
chromatography and fully characterized. Three branched and sp3-rich final products, 
containing two amino groups and an indole ring, were prepared. Products which were 
expected to reduce levels of butyrylcholinesterase in the brain were tested for the extent 
of butyrylcholinesterase inhibition. Specificity of enzyme inhibition was also examined.   
 
Key words: heterocyclic α-amino acids, indole, amine, butyrylcholinesterase inhibitor. 
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Seznam simbolov in okrajšav 
 
[α]Ds.t.    mala grška črka alfa, simbol za specifični zasuk  
AChE    acetilholinesteraza 
BChE    butirilholinesteraza 
Boc    terc-butiloksikarbonil 
CDCl3   devteriran kloroform  
CDI    N,N'-karbonildiimidazol 
DCM    diklorometan 
DMF    dimetilformamid 
EI   angl. electron impact 
Fmoc    9-fluorenilmetiloksikarbonil 
hAChE  humana acetilholinesteraza 
hBChE  humana butirilholinesteraza 
HRMS   angl. high resolution mass spectrometry 
IR    infrardeča spektroskopija  
MS    masna spektrometrija  
NMR    nuklearna magnetna resonanca  
R    poljubna/nedefinirana skupina, tudi substituent  
TFA    trifluoroocetna kislina 
THF    tetrahidrofuran  
Z    benziloksikarbonil 
∆ velika grška črka delta, simbol za segrevanje pri vrelišču reakcijske 
zmesi 
δ    mala grška črka delta, simbol za kemijski premik 
ν    mala grška črka ni, simbol za valovno število pri IR 
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UVOD 
Holinesterazi in njun vpliv na razvoj Alzheimerjeve bolezni 
Holinergični nevrotransmiterski sistem je razširjen v človeških možganih in igra 
pomembno vlogo pri regulaciji več procesov, kot so spomin, učenje, pozornost in 
obnašanje. Normalne holinergične funkcije so odvisne od hitre razgradnje 
nevrotransmitorja acetilholina. Razgrajujejo ga encimi holinesteraze. V možganih se 
nahajata dve glavni encimski holinesterazi: acetilholinesteraza (AChE) in 
butirilholinesteraza (BChE). [1]  
 
Actilholinesteraza je specifična holinesteraza, ki hidrolizira predvsem estre holina. 
Nahaja se v možganih, živcih in rdečih krvnih celicah. Butirilholinesteraza spada med 
nespecifične holinesteraze, ki poleg estrov holina hidrolizira tudi druge estre. Najdemo jo 
v krvnem serumu, trebušni slinavki, jetrih in centralnem živčnem sistemu. Holinesteraze 
s svojo hidrolitsko aktivnostjo uravnavajo aktivnost acetilholina. Torej se z inhibicijo teh 
encimov izboljša aktivnost holinergičnih nevronov v možganih, kar pa zmanjša stopnjo 
vnetja. [2] 
 
V zdravih možganih acetilholinesteraza prevladuje nad butirilholinesterazo. 
Holinesterazi se razlikujeta v kinetiki odgovora na koncentracijo acetilholina. BChE je 
manj učinkovita pri hidrolizi acetilholina v nizkih koncentracijah, vendar se pri visokih 
koncentracijah učinkovitost poveča. To je ravno obratno kot pri AChE, saj je ta inhibirana 
s substratom. [2] Pri Alzheimerjevi bolezni nivo AChE v nekaterih delih možganov pade 
tudi za 85 %, medtem ko se količina BChE povečuje z napredovanjem bolezni. S tem se 
spreminja razmerje med BChE in AChE, ki se lahko poveča iz 0,2 na 11. To 
spreminjajoče razmerje spremeni običajno podporno vlogo BChE, ki zgolj hidrolizira 
odvečni acetilholin. [3]  
 
Glavni patološki znaki Alzheimerjeve bolezni so senilne lehe in nevrofibrilarne pentlje. 
Lehe so ekstracelularni depoziti, sestavljeni primarno iz β-amiloida, ki izhaja iz 
amiloidnega prekurzorskega proteina. Obsežnejše mutacije gena, ki je amiloidni 
prekurzor, povzročijo povečanje β-amiloida v možganih, kar vodi do Alzheimerjeve 
bolezni. Nevrofibrilarne pentlje so intracelularni depoziti, sestavljeni iz nadpovprečno 
fosforiliranega proteina tau. Pentlje so posledica degeneracije živčnih celic, v katerih se 
tvorijo. Po tvorbi pentelj in leh nevron odmre. Visoke koncentracije BChE so opažene v 
senilnih lehah in nevrofibrilarnih pentljah. [4] 
 
Inhibicija holinesteraz podaljša čas, ko je acetilholin na voljo. To privede do izboljšanja 
kognitivnih funkcij. S selektivno inhibicijo BChE bi izboljšali holinergični primanjkljaj. 
[4] Izboljšanje se pojavi zaradi ponovne vzpostavitve razmerja BChE : AChE, ki ga 
najdemo v zdravih možganih. Inhibicija BChE je bolj pomembna v kasnejših stopnjah 
bolezni. [5] 
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Kot selektivni zaviralci BChE lahko delujejo cimserinski analogi in analogi na osnovi 
piperidina. Obetavne rezultate pri inhibiciji BChE imajo različne spojine na osnovi 
triptofana, bogate z sp3-hibridiziranimi ogljikovimi atomi. Prednost teh zaviralcev je v 
nizki citotoksičnosti in visoki permeabilnosti krvno-možganske pregrade. [6]  
 
Tvorba amida 
Metode in strategije  
Karboksilne skupine so lahko aktivirane kot acil halidi, acil azidi, acilimidazoli, anhidridi 
in estri. Imamo različne načine spajanja med karboksi derivati in amini: 
 
- tvorba intermediata acilirnega sredstva, ki se ga izolira in potem vstopa v 
aminolizo, 
- reaktiven acilirni reagent se tvori iz kisline v ločenem koraku, ki mu sledi 
takojšen dodatek amina, 
- kislinski acilirni reagent se tvori v reakcijski zmesi, kjer je že prisoten amin, z 
dodatkom aktivacijskega ali sklopitvenega reagenta. [7] 
 
Kislinski kloridi 
Običajno amidiranje s kislinskimi kloridi poteka v dveh korakih. Prvi korak je pretvorba 
karboksilne kisline v kislinski klorid, temu pa sledi spajanje. [7] 
 
Za tvorbo kislinskih kloridov iz izhodne kisline se običajno uporabljajo tionil klorid, 
SOCl2, oksalil klorid, (COCl)2, fosforjev triklorid, PCl3, fosforjev oksiklorid, POCl3, in 
fosforjev pentaklorid, PCl5. Te reakcije se lahko pospeši z dodatkom kapljice DMF, ki 
deluje kot katalizator. Ena izmed glavnih slabosti je klorovodikova kislina, HCl, ki 
nastane kot stranski produkt pri reakciji. Nekateri substrati, ki vsebujejo Boc zaščitene 
amine, so občutljivi na kisle pogoje. S takimi substrati se reakcija izvaja v prisotnosti 
trietilamina, ki skozi reakcijo ohranja bazično okolje (Shema 1). [7] 
 
 
Shema 1: Mehanizem nastanka kislinskega klorida z uporabo oksalil klorida in tionil klorida. 
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Amidna vez se tvori z reakcijo kislinskega klorida z željenim aminom. Pogosto je 
potreben dodatek baze, da nevtralizira nastali HCl in s tem prepreči konverzijo amina v 
nereaktivno kloridno sol. Spajanja potekajo v inertnih brezvodnih topilih ob dodatku ne-
nukleofilnega terciarnega amina (Et3N, iPr2NEt ali N-metilmorfolin). Acil kloridi so 
običajno dovolj stabilni, da lahko spajanje z amini poteka v prisotnosti vode in NaOH 
(Schotten–Baumannovi pogoji). Reakcijo lahko pospeši katalitska količina piridina ali 
N,N-dimetilaminopiridina. V nekaterih primerih se piridin uporablja kot topilo. Uporaba 
kovinskega cinka tudi pospeši reakcijo pri sobni temperaturi. To metodo je možno 
uporabiti na alkilnih in arilnih heterociklih, ogljikovih hidratih in aminokislinah. 
Omejitev spajanja s kislinskimi kloridi predstavlja nevarnost hidrolize, racemizacije, 
odcepitev zaščitnih skupin in ostale stranske reakcije. [7] 
 
Uporaba N,N'-karbonildiimidazola kot aktivacijskega reagenta za tvorbo amida 
N,N'-karbonildiimidazol (CDI) je eden izmed pogosto uporabljenih reagentov za 
aktivacijo karboksilnih kislin s sledečim spajanjem z alifatskimi in aromatskimi amini. 
CDI se zaradi svojih lastnosti uporablja za tvorbo amidov tudi na večji skali. Edina 
stranska produkta sta ogljikov dioksid in imidazol, ki na večji skali ne predstavljata 
problemov. Ena od slabosti CDI-ja je počasna reakcijska hitrost pri spajanju z 
aromatskimi amini (Shema 2). [8]    
 
 
Shema 2: Priprava amida z aktivacijo kisline s CDI-jem. 
 
CDI omogoča sintezo amida v eni bučki (enolončno). Mešan anhidrid in imidazol, ki se 
tvorita prva, reagirata in skupaj tvorita aktivirano zvrst, imenovano acilimidazol. Tvorba 
acilimidazola poteka eno do dve uri, nato se doda amin. Ta reakcija (amidiranje), kjer se 
in situ tvori imidazol, ne potrebuje dodatka baze in je kompatibilna tudi z amonijevimi 
solmi (npr. amonijevimi kloridi) (Shema 2). [7] 
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Karbamoilimidazolijeva sol se tvori pri reakciji med sekundarnimi amini in N,N'-
karbonildiimidazolom, ki ji sledi metiliranje z metil jodidom. Ta metoda je učinkovita za 
pripravo terciarnih amidov. Karbamoilimidazolijeva sol služi kot aktivacijski reagent za 
akceptor, ki je karboksilna kislina, in tudi kot vir amina, ki ima vlogo donorja (Shema 3). 
[7] 
 
 
Shema 3: Večstopenjska strategija z uporabo karbamoilimidazolijeve soli. 
 
Redukcija z litijevim aluminijevim hidridom  
Litijev aluminijev hidrid, LiAlH4, je izjemno močan reducent. Je stabilen pri sobni 
temperaturi in topen v različnih etrih (dietil eter, THF). Redukcije se običajno izvajajo pri 
sobni temperaturi ali pri temperaturi vrelišča. Zaradi burne reakcije z vodo mora reakcija 
potekati pod brezvodnimi pogoji. Zlahka reagira s substancami, ki so topne v dietil etru, 
di-n-butil etru, dioksanu in tetrahidrofuranu. Substance, ki so netopne v teh topilih, ampak 
so topne v benzenu, petrol etru, piridinu ali N-etilmorfolinu, se lahko reducira z dodatkom 
raztopine substance k hidridu raztopljenem v etru. Redukcije z LiAlH4 običajno potekajo 
brez stranskih reakcij kot so polimerizacija, kondenzacija ali razcep vezi. Reakcije so 
hitre in skoraj kvantitativne. Reakcija funkcionalne skupine z LiAlH4 tvori intermediat, 
ki se nato hidrolizira, da pride do sprostitve željenega produkta. Hidroliza običajno poteka 
z vodo, kislino, bazo, etanolom, etil acetatom itd. S tem pride do razpada kompleksa in 
razpada nezreagiranega hidrida. [9] 
 
Reakcija litijevega aluminijevega hidrida z vodo: 
 
LiAlH4 + 4H2O                    4H2 + LiOH + Al(OH)3 
 
Reakcija amidov z LiAlH4 privede do amina in ne alkohola. Mehanizem redukcije se 
začne z adicijo hidrida, pri tem nastane tetraedrični intermediat. Eliminacija 
aluminijevega alkoksida privede do iminijevega iona. Z adicijo naslednjega hidrida 
dobimo končni produkt (Shema 4). [10] 
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Shema 4: Mehanizem redukcije amida z litijevim aluminijevim hidridom. 
 
Reduktivno aminiranje karbonilne skupine 
Reakcija aldehidov ali ketonov z amonijakom, primarnimi amini ali sekundarnimi amini 
v prisotnosti reducentov vodi do produkta, ki je lahko primarni, sekundarni ali terciarni 
amin. Na začetku pride do tvorbe intermediata karbinol amina, ki se po dehidraciji 
pretvori v imin. Pod reakcijskimi pogoji, ki so običajno rahlo kisli do nevtralni, pride do 
protonacije imina, ki se pretvori v iminijev ion. Redukcija omenjenega iona privede do 
alkiliranega aminskega produkta. Izbira reducenta je ključnega pomena, saj mora 
selektivno reducirati imine. Pri tem ne sme priti do redukcije aldehidov ali ketonov. 
Reakcija lahko poteka direktno ali stopenjsko, pri slednjem najprej pride do nastanka 
intermediata (imina), ki se ga reducira v ločenem koraku (Shema 5). [11] 
 
 
Shema 5: Mehanizem reduktivnega aminiranja z NaCNBH3. 
 
Najpogosteje se uporabljata dve direktni metodi, ki se razlikujeta v značilnostih 
reducenta. Pri prvi metodi se uporablja katalitsko hidrogeniranje s platino, paladijem ali 
nikljevim katalizatorjem. Ta metoda je ekonomična, predvsem pri reakcijah na večji skali. 
Slabosti metode sta nastanek mešanice produktov in nizki izkoristki, ki so odvisni od 
molarnega razmerja in strukture reaktanta. Hidrogeniranje ni primerno za spojine, ki 
vsebujejo multiple vezi med ogljiki ali funkcionalne skupine, kot sta ciano in nitro 
skupina. Možna je inhibicija katalizatorja z dvovalentnim žveplom. Druga metoda 
uporablja hidride kot reducente. Največ se uporablja natrijev cianoborohidrid 
(NaCNBH3). Uspešna uporaba natrijevega cianoborohidrida temelji na stabilnosti v kislih 
raztopinah, topnosti v alkoholih in različni selektivnostih pri različnem pH. Pri pH 3–4 
reducira aldehide in ketone, pri višjem pH (6–8), se učinkovito reducirajo imini, saj so 
bolj bazični in posledično protonirani. Težave pri uporabi NaCNBH3 se pojavijo pri 
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reakcijah z aromatskimi ketoni in šibko bazičnimi amini. Možno je tudi onesnaženje 
produkta s cianidom. [11] 
 
Zaščitne skupine 
Sintezna organska kemija temelji na širokem izboru reagentov in katalizatorjev, s 
katerimi lahko dosežemo selektivno tvorbo novih vezi. Da je to mogoče, je pogosto 
potrebna uvedba zaščitnih skupin. S tem se prepreči tvorba nezaželenih vezi in stranskih 
produktov. Glavne karakteristike zaščitnih skupin so: 
 
- lahka, kvantitativna in selektivna uvedba zaščite na željeno funkcionalno skupino, 
- stabilnost pri različnih reakcijskih pogojih in  
- varna, kvantitativna in selektivna odstranitev zaščitne skupine po končani sintezi. 
[12] 
 
Zaščita aminske skupine  
Zaščita aminske skupine pri aminokislinah je pomembna, saj preprečuje 
dimerizacijo/polimerizacijo, ko je aminokislina že aktivirana. Pri sintezi peptidov je 
običajna strategija, da sinteza poteka od C proti N koncu. Za uvedeno zaščitno skupino je 
zaželeno, da ohrani topnost v običajnih topilih, prepreči epimerizacijo med spajanjem in 
zmanjša možnost nastanka stranskih produktov. Željena karakteristika zaščitenih spojin 
je, da so kristalinične trdnine, zaradi večje stabilnosti in lažje manipulacije. Najbolj 
značilni zaščitni skupini sta 9-fluorenilmetiloksikarbonil (Fmoc) in terc-butiloksikarbonil 
(Boc), ki se uporabljata v Fmoc/terc-butil (t'-Bu) in Boc/benzil (Bn) strategiji. Za uvajanje 
zaščitnih skupin je znanih ogromno metod. Običajno gre za reakcijo proste aminokisline 
s haloformatom ali dikarbonatom pod Schotten–Baumannovimi pogoji ali preko 
ustreznega halida v organskem topilu. V nekaterih primerih lahko pri sintezi povzroča 
težave prisotna prosta karboksilna kislina, saj lahko vodi do sinteze dipeptidov. Znani sta 
dve osnovni metodi, ki to preprečujeta. Pri prvi pride do zaščite karboksilne kisline, 
katero se odstrani po zaščiti aminske skupine. Druga metoda zaščitno skupino na aminu 
uvede z uporabo manj reaktivnega elektrofila. [12]  
 
Delitev zaščitnih skupin 
V grobem lahko zaščitne skupine delimo v tri skupine. Delitev je najlažja, če jih 
opredelimo po načinu njihove odstranitve. Znane so odščite s kislino, bazo in zaščitne 
skupine, ki se odstranijo pod drugačnimi pogoji npr. fotokemično.  
 
Boc zaščitene aminokisline spadajo v skupino odščite s kislino. Običajni pogoji pri tem 
so 25–50 % trifluoroocetna kislina (TFA) v diklorometanu (DCM) ali druge kisline, kot 
sta HCl v dioksanu in MeSO3H v dioksanu. terc-Butiloksikarbonilna skupina je stabilna 
v bazičnem okolju in pri katalitskem hidrogeniranju. V drugi skupini se nahaja 9-
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fluorenilmetiloksikarbonilna skupina, ki se jo odstrani pod bazičnimi pogoji. Stabilna je 
v kislem mediju, vendar pri katalitskem hidrogeniranju ni popolnoma nereaktivna. 
Odstranitev poteka s tekočim amonijakom, v morfolinu ali piperidinu, v 10 % 
dietilaminu, dimetilacetamidu ali s polimeri sekundarnih aminov v organskih topilih. 
Benziloksikarbonil (Z ali Cbz) spada v zadnjo skupino zaščitnih skupin. Je ena izmed 
največkrat uporabljenih α-amino zaščitnih skupin zaradi enostavne priprave, visoke 
stabilnosti v bazičnem in šibko kislem okolju ter mnogih različnih načinov odstranitve. 
Ta je možna s katalitskim hidrogeniranjem ali z močnimi kislinami (HBr v ocetni kislini, 
TFA s segrevanjem, TFA-tioanizol, tekoči HF, BBr3) (Tabela 1). [12]  
 
Tabela 1: Običajne zaščitne skupine, razporejene po načinu odstranitve. 
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Zaščitne skupine triptofana 
Na indolu v triptofanu lahko pride do oksidacije ali alkiliranja, če indol ni ustrezno 
zaščiten. Pod kislimi pogoji lahko pride do alikiliranja preko karbokationov, ki nastanejo 
pri sprostitvi zaščitne skupine npr. Boc. Možna je reakcija dimerizacije, ki jo lahko 
povzročil drug protoniran triptofan. Pri Boc/Bn strategiji obstaja nevarnost oksidacije in 
alkiliranja v kislem mediju, posledično je zaščita nujna. Pri tej strategiji se najpogosteje 
kot zaščitna skupina uporablja formilna skupina. Zaščita pri Fmoc/tBu ni vedno potrebna, 
razen kadar so prisotne skupine, ki lahko reagirajo z indolom. Najpogosteje uporabljena 
zaščitna skupina pri tej metodi je Boc. Uvedba zaščite s terc-butilnimi, benzilnimi in 
fenacilnimi estri s karbamatom je z lahkoto izvedljiva z uporabo di-terc-butildikarbonata 
ali z uporabo primernih kloroformatov v prisotnosti terciarne baze. Formilno skupino se 
uvede s presežkom mravljinčne kisline (Tabela 1). [12] 
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Namen diplomskega dela 
Namen diplomskega dela je sinteza različnih, z sp3-hibidiziranimi atomi bogatih spojin, 
ki bodo potencialni zaviralci butirilholinesteraze. Centralni del molekule bo predstavljal 
terciarni amin. Na dušik tega amina bodo pripete alkilne verige iz nekaj C atomov, na 
njihovih koncih bo prisotna indolilna skupina in sterično oviran 
(funkcionaliziran)cikloalkan. Vsi zaviralci bodo vsebovali indol-3-ilno skupino, ki jo 
bom uvedla preko L-triptofana ali 3-(1H-indol-3-il)propanojske kisline, ter 
cikloheptiletilno skupino. Veriga med indolom in terciarnim dušikom bo lahko razvejena. 
Del molekule, ki bo vseboval aminsko skupino, bo lahko cikličen (funkcionaliziran 
cikloalkan). Vse vmesne in končne produkte bom izolirala in okarakterizirala. Končnim 
produktom, ki bodo dovolj čisti, bomo v sodelovanju s kolegi iz Fakultete za farmacijo 
(UL FFA, raziskovalna skupina prof. dr. Stanislava Gobca, mag. farm.) izmerili stopnjo 
inhibicije humane butirilholinesteraze (hBChE) (Shema 7). 
 
 
Shema 7: Osnovna zgradba željenih zaviralcev.  
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Razprava in rezultati 
Sinteza diamina 5 
Diamin 5 sem pripravila z več-stopenjsko sintezo. V prvi stopnji sem po standardnem 
postopku aktivirala kislino 1 s 1,1'-karbonildiimidazolom (CDI) in dodala 2-
cikloheptiletanamin (2), ter tako pripravljenemu amidu odstranila zaščito karbonilne 
skupine na cikloheksanu. 1,3-dioksolan sem odstranila po postopku iz literature [13] pod 
kislimi pogoji. Nastali keton 3 sem z reduktivnim aminiranjem pretvorila v terciarni amin 
v prisotnosti NaBH(OAc)3, ki je imel vlogo reducenta. Pri tem koraku je prišlo do 
nastanka cis- in trans-izomerov amida 4. Iz spektra je razvidno, da je razmerje med cis- 
in trans-izomerom 1 : 1. Poleg tega je v raztopini še velika možnost nastanka 
konformerov, kar razloži zelo kompleksen spekter spojine 4. Kot zadnji korak sinteze 
sem izvedla redukcijo amida z litijevim aluminijevim hidridom. Končni produkt, ki je 
diamin 5 (v obliki zmesi cis- in trans-geometrijskih izomerov) z enim terciarnim aminom 
in enim sekundarnim aminom, sem izolirala in uporabila za sinteze zaviralcev encima 
humane butirilholinesteraze (hBChE). Pri končnem produktu 5 so bili prisotni cis/trans 
izomeri in različni konformeri. Amina 5 nisem čistila s kolonsko kromatografijo, saj so 
bile interakcije s kislim silika–gelom premočne za uspešno ločbo (Shema 8).   
 
 
Shema 8: Sinteza diamina 5.   
11 
 
Sinteza potencialnega zaviralca iz diamina 5 in derivata L-triptofana 6 
N-Boc zaščiten derivat L-triptofan 6 sem aktivirala s CDI in po 90. minutah dodala diamin 
5. Reakcija je potekla z zelo nizkim izkoristkom (20 %), tudi po podaljšanju reakcijskega 
časa in ob rahlem segrevanju. Vzrok tega je lahko sterična oviranost kisline 6, ki jo 
povzroča butilna/Boc ročka na aminskem delu triptofana, in sterično oviran sekundarni 
amin 5. CDI ne služi najbolje pri spajanju kisline s sekundarnimi amini, posledično 
reakcije potekajo z nižjimi izkoristki. Vseeno sem poskusila modificirati amid 7. 
Izoliranem amidu 7 sem dodala TFA in s tem odstranila Boc zaščitno skupino in v 
molekuli pridobila sekundarni amin 9. Nastanek produkta sem potrdila z EI-HRMS, ker 
je bil opažen molekulski vrh za amino-amid 9. Produkta 9 nisem uspela izolirati v čisti 
obliki, saj je bilo prisotnih preveč primesi. Preostanek amida 7 sem reducirala z LiAlH4. 
Teoretično bi se morala karbonilna skupina amida reducirati do terciarnega amina in Boc 
zaščitna skupina bi se morala reducirati do metilne skupine (drugega terciarnega amina). 
Iz NMR analize sem ugotovila, da reakcija ni potekla do željenega produkta 8 (Shema 9). 
 
 
Shema 9: Poskus sinteze inhibitorjev hBChE, spojin 8 in 9. 
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Spajanje Boc zaščitenega triptofana 6 in sekundarnega amina s prisotno 
indolilno skupino 10 
Po standardnem postopku sem aktivirala N-Boc zaščiten derivat L-triptofana 6 s CDI-jem 
in v reakcijsko zmes dodala sekundarni amin 10. [14] Reakcija bi morala poteči do 
produkta 11, vendar ga v 1H-NMR ni bilo mogoče opaziti. Najverjetneje je bil vzrok v 
nepravilni izbiri aktivacijskega reagenta in v sterični oviranosti obeh reaktantov, saj sta 
na sekundarni amin pripeta cikloheptiletilna in 3-propil-1H-indolna skupina (Shema 10).  
 
 
Shema 10: Poskusna reakcija spajanja derivata L-triptofana 6 in sekundarnega amina 11. 
 
Sinteza zaviralca 15 z metodo spajanja s kislinskim kloridom 13    
3-(1H-indol-3-il)propanojsko kislino (12) sem pretvorila v kislinski klorid 13 z oksalil 
kloridom v prisotnosti katalitskih količin DMF-a. Sprva sem poskušala pretvorbo izvesti 
s SOCl2 po podatkih iz literature [15], vendar se je reakcijska zmes obarvala črno. Pri 
pripravi kislinskega klorida z oksalil kloridom sem delala pod brezvodnimi pogoji. 
Uporabila sem brezvodni DCM. Dokler nisem dodala amina 5 sem vzdrževala take 
pogoje. Pri spajanju acil klorida 13 in sekundarnega amina 5 sem dodala bazo (Et3N), ki 
je nevtralizirala nastali HCl. Nastali amid 14 sem reducirala z LiAlH4. Končni produkt 
sinteze 15 sem očistila s kolonsko kromatografijo in pri tem ločila cis- in trans-
stereoizomera. Kot prvi se je iz kolone eluiral stereoizomer 15-1 in nato 15-2. Z 1H-NMR 
analizo sem opazila nastanek konformerov pri obeh stereoizomerih. Pri stereoizomeru 
15-1 se konformera nahajata v razmerju 70 : 30 (v CHCl3). Pri drugem stereoizomeru 15-
2 je enako razmerje konformerov 70 : 30 (v CHCl3). Z metodo NMR nisem uspela določiti 
cis/trans geometrijo izoliranima spojinama. Stereoizomeru 15-1 in 15-2 sem določila 
stopnjo inhibicije humane butirilholinesteraze (Shema 11). 
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Shema 11: Sinteza zaviralca hBChE 15 preko tvorbe kislinskega klorida. 
 
Sinteza cikličnega piperazinskega analoga 20 
Boc zaščiten L-triptofan s prisotno butilno ročko na aminski skupini 6 sem aktivirala s 
CDI-jem in po aktivaciji dodala 2-cikloheptiletanamin (2). Reakcija je potekla z 91 % 
izkoristkom. To potrjuje, da je CDI kot aktivacijski reagent bolj primeren za spajanje 
kislin s primarnimi amini in da kislina 6 ni preveč »sterično« ovirana. Produktu 16 sem 
po čiščenju na koloni odstranila zaščito na aminski skupini z dodatkom DCM in TFA v 
razmerju 1 : 1. Amino-amid 17 sem izolirala z ekstrakcijo, pri kateri sem močno naalkalila 
vodno fazo in jo ekstrahirala z dietil etrom. [6] Karbonilno skupino amida 17 sem 
reducirala z LiAlH4 v brezvodnem THF. Dobljeni diamin 18 sem izolirala v čisti obliki s 
kolonsko kromatografijo. Aminu 18 smo testirali inhibicijske sposobnosti humane 
butirilholinesteraze. V nadaljevanju sem pripravila ciklični analog tega amina. Ciklizacijo 
sem izvedla po postopku iz literature [16]. Aminu v toluenu sem dodala dietil oksalat in 
rahlo segrevala. Reakcijo sem spremljala s tankoplastno kromatografijo. Z analizo TLC 
sem opazila, da je produkt nastal v zelo majhnem obsegu, zato sem povečevala dodatek 
dietil oksalata in poviševala temperaturo do 100 °C. Po 72. urah sem zaustavila reakcijo 
in izolirala ciklični produkt 19 z dvema amidnima skupinama. Kot zadnji korak sinteze 
sem izvedla redukcijo dveh karbonilnih skupin na novo uvedenem ciklu. Končni 
piperazin 20 sem očistila s kolonsko kromatografijo in mu določila stopnjo inhibicije 
hBChE (Shema 12). 
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Shema 12: Večstopenjska sinteza piperazinskega zaviralca 20. 
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Rezultati testiranj potencialnih zaviralcev 
Željeni inhibitor mora biti specifičen, torej želimo, da inhibira zgolj hBChE in ne humane 
acetilholinesteraze (hAChE). Neselektiven zaviralec lahko deaktivira tudi 
acetilholinesterazo. Izmed testiranih zaviralcev je imel najboljši rezultat zaviralec 15-1, 
(stereoizomer 1) z IC50 = 1,86 nM. Stereoizomer 15-2 je dosegel slabšo inhibicijo z IC50 
= 4,05 nM. V primeru spojin 18 in 20 je boljši rezultat imela spojina 20 z IC50 = 5,04 nM. 
Ciklični analog 20 je imel slabši rezultat od obeh stereoizomerov 15. Vsi zaviralci so bili 
specifični za inhibicijo humane butirilholinesteraze. Noben izmed inhibitorjev ni 
signifikantno inhibiral hAChE (Tabela 2).  
 
Tabela 2: Rezultati testiranj sintetiziranih inhibitorjev 15, 18 in 20. 
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EKSPERIMENTALNI DEL 
Aparature 
IR inštrument: Bruker ALPHA FT-IR 
NMR inštrument: Bruker UltraShield 500 plus 
MS inštrument: Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC/MS  
Inštrument za določanje tališča: mikroskop Leica Galen III z ogrevalno mizico 
Inštrument za meritev specifičnega kota zasuka: Perkin-Elmer 241MC 
 
Sinteza N-(2-cikloheptiletil)-2-(4-oksocikloheksil)acetamida (3) 
 
 
 
Kislino 1 (5,00 mmol, 1,00 g) sem natehtala v bučko ter v atmosferi argona dodala 
brezvodni THF (20 mL) in CDI (5,25 mmol, 0,8961 g, w = 0,95). Nastalo zmes sem 
mešala pri sobni temperaturi 1 h. Nato sem k reakcijski zmesi dodala amin 2 (5,25 mmol, 
0,741 g). Reakcijsko zmes sem mešala pri sobni temperaturi 16 h. THF sem vakuumsko 
uparila, preostanku reakcijske zmesi sem dodala HCl (4 mL, w = 0,30-0,32), aceton (20 
mL) in deionizirano vodo (16 mL). [13] Nastalo zmes sem mešala pri sobni temperaturi 
16 h. Hlapne komponente sem vakuumsko uparila, preostalo vodno fazo sem stresala z 
DCM (3 x 30 mL). Zbrala sem organsko fazo, jo sušila nad brezvodnim Na2SO4, filtrirala 
in hlapne komponente vakuumsko uparila. Preostanek sem čistila s kolonsko 
kromatografijo (Silica gel 60: EtOAc). Frakcije, ki so vsebovale čist produkt 3, sem 
združila in hlapne komponente vakuumsko uparila.  
 
Izkoristek: 1,2148 g (4,348 mmol, 87 %) brezbarvne kristalinične snovi. 
 
Ttal: (38–45) °C. 
 
EI-HRMS: m/z = 280,2276 (MH+); C17H30NO2 izračunana: m/z = 280,2271 (MH+). 
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IR: νmax 3293, 3079, 2919, 2853, 1713, 1639, 1546, 1459, 1348, 1289, 1223, 1156, 1106, 
1071, 1005, 966, 903, 827, 754, 700 cm-1. 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 1.12–1.22 (m, 2H); 1.33–1.70 (m, 15H); 2.03–2.09 (m, 
2H); 2.12 (d, J = 7.0 Hz, 2H); 2.26–2.41 (m, 5H); 3.19–3.29 (m, 2H); 5.59 (s, 1H, 
NH).ok29636  
 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 26.43, 28.52, 32.68, 33.64, 34.49, 36.99, 37.85, 37.94, 
40.79, 42.92, 171.41, 211.65.ok29636    
 
Sinteza N-(2-cikloheptiletil)-2-(4-dimetilaminocikloheksil)acetamida (4) 
 
 
 
K raztopini ketoamida 3 (3,58 mmol, 1,00 g) v DCM (10 mL) sem dodala 5,6 M raztopino 
dimetilamina v EtOH (5,37 mmol, 960 µL) in NaBH(OAc)3 (5,37 mmol, 1,1386 g). 
Nastalo zmes sem mešala čez noč pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi sem dodala 
DCM (20 mL) in vodno raztopino HCl (4 M v H2O, 20 mL). Po stresanju sem ohranila 
vodno fazo in jo ekstrahirala z Et2O (2 x 20 mL). Vodni fazi sem dodajala trdni KOH, 
dokler se ni lakmusov papir obarval modro. Nato sem vodno fazo stresala z Et2O (2 x 30 
mL). Združeno organsko fazo sem sušila nad brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne 
komponente vakuumsko uparila. Nehlapen preostanek je vseboval produkt 4.  
 
Izkoristek: 836,5 mg (2,711 mmol, 76 %) prozorne oljnate snovi.  
 
EI-HRMS: m/z = 309,2897 (MH+); C19H37N2O izračunana m/z = 309,2900 (MH+). 
 
IR: νmax 3291, 2919, 2852, 2769, 1639, 1549, 1448, 1376, 1296, 1267, 1219, 1149, 1038, 
992, 868, 733 cm-1. 
 
18 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) za zmes cis in trans izomerov: δ 0.91–1.02 (m, 1H); 1.14–
1.91 (m, 23H); 1.96–2.18 (m, 3H); 2.24 in 2.26 (s, 6H, 2x3H); 3.22–3.28 (m, 2H); 5.37 
(s, 1H, NH).ok29681 
 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) za zmes cis in trans izomerov: δ 26.50, 26.51, 26.57, 
26.73, 27.95, 28.35, 28.58, 32.31, 32.90, 34.54, 35.27, 37.00, 37.03, 37.84, 37.88, 37.91, 
37.94, 41.71, 42.16, 43.01, 44.61, 62.18, 63.65, 172.17, 172.45.ok29681 
 
Sinteza 4-(2-((2-cikloheptiletil)amino)etil)-N,N-dimetilcikloheksan-1-amina (5) 
 
 
 
Amidu 4 (2,711 mmol, 836,5 mg) sem dodala toluen (2 x 10 mL) in ga vakuumsko 
uparila. K amidu 4 sem dodala brezvodni THF (15 mL). Pod inertno atmosfero argona 
sem počasi dodala LiAlH4 (8,134 mmol, 3,4 mL). Reakcijsko zmes sem pri 45 °C mešala 
72 h. Reakcijsko zmes sem ohladila na ledeni kopeli in ji dodajala NaCl (aq. sat.) dokler 
se ni prenehala peniti. Zmesi sem dodala Et2O (25 mL), intenzivno mešala in organsko 
fazo oddekantirala. Postopek sem ponovila še dvakrat. Združeno organsko fazo sem 
sušila nad brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne komponente vakuumsko uparila. 
Preostanek je vseboval amin 5. 
 
Izkoristek: 756,4 mg (2,568 mmol, 95 %) rumenkastega olja. 
 
EI-HRMS: m/z = 295,3098 (MH+); C19H39N2 izračunana m/z = 295,3108 (MH+).  
 
IR: νmax 2917, 2851, 2768, 1449, 1376, 1269, 1220, 1127, 1040, 870, 736 cm-1. 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) za zmes cis in trans izomerov δ 0.87–0.99 (m, 1H); 1.12–
1.25 (m, 4H); 1.33–1.70 (m, 19H); 1.74–1.90 (m, 2H); 2.03–2.16 (m, 1H); 2.23 in 2.25 (s, 
6H, 2x3H); 2.55–2.63 (m, 4H); 3.59–3.66 (m, 1H).ok29724 
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13C-NMR (126 MHz, CDCl3) za zmes cis in trans izomerov: δ 25.77, 26.51, 28.56, 
28.59, 28.62, 30.46, 32.49, 32.78, 33.73, 34.79, 35.65, 37.25, 37.50, 38.33, 38.35, 41.68, 
42.53, 47.94, 48.29, 48.31, 48.35, 62.55, 62.86, 63.93.ok29724 
 
Sinteza 4-(2-((3-(1H-indol-3-il)propil)(2-cikloheptiletil)amino)etil)-N,N-
dimetilcikloheksan-1-amina (15) 
 
 
 
Kislini 12 (1,063 mmol, 201 mg) sem pod inertno atmosfero argona dodala brezvodni 
DCM (5 mL), DMF (2 kapljici) in oksalil klorid (1,488 mmol, 128 µL). Reakcijsko zmes 
sem mešala na ledeni kopeli (0 °C) 2 h in nato še 0,5 h pri sobni temperaturi. Najbolj 
hlapne komponente sem odstranila s prepihovanjem z argonom, preostanek hlapnih 
komponent sem vakuumsko uparila. Preostanku, ki je vseboval kislinski klorid (1,063 
mmol, 221 mg), sem pod argonom dodala brezvodni DCM (5 mL), Et3N (0,886 mmol, 
123 µL) in amin 5 (0,886 mmol, 260 mg). Reakcijsko zmes sem mešala pri sobni 
temperaturi 12 h. Hlapne komponente sem vakuumsko uparila, preostanek sem čistila s 
kolonsko kromatografijo (Silica gel 60: DCM/MeOH = 15 : 1). Frakcije, ki so vsebovale 
čist produkt, sem združila in hlapne komponente vakuumsko uparila. Očiščenem amidu 
(0,2205 mmol, 103 mg) sem dodala toluen (2 x 10 mL) in ga vakuumsko uparila. 
Preostanku sem pod argonom dodala brezvodni THF (10 mL) in LiAlH4 (2,205 mmol, 
920 µL). Reakcijsko zmes sem mešala pri 55 °C 12 h. Nato sem jo ohladila na ledeni 
kopeli in ji dodajala NaCl (aq. sat.), dokler se ni prenehala peniti. Zmesi sem dodala Et2O 
(25 mL), intenzivno mešala in organsko fazo oddekantirala. Postopek sem ponovila še 
dvakrat. Združeno organsko fazo sem sušila nad brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne 
komponente vakuumsko uparila. Preostanek sem čistila s kolonsko kromatografijo (Silica 
gel 60: 1. DCM/MeOH = 20 : 1; 2. DCM/MeOH = 20 : 1 + dodatek 1 % Et3N; 3. 
DCM/MeOH = 20 : 1 + dodatek 2 % Et3N). Frakcije, ki so vsebovale čist stereoizomer 
15-1, sem združila in hlapne komponente vakuumsko uparila. Enak postopek sem 
ponovila pri stereoizomeru 15-2, ki je eluiral drugi iz kolone. 
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Stereoizomer 15-1: Eluira prvi iz kolone.  
 
Izkoristek: 8 mg (0,0177 mmol, 8 %) rumenkastega olja. 
 
EI-HRMS: m/z = 226,7034 (M+2H2+); C30H51N3 izračunana m/z = 226,7036 (M+2H2+). 
 
IR: νmax 3242, 2920, 2852, 2810, 1620, 1456, 1355, 1228, 1157, 1101, 1036, 1009, 803, 
737 cm-1. 
 
V CDCl3 se vidita dva konformera v razmerju 70 : 30.  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) za oba konformera: δ 0.80–0.95 (m, 1H); 1.09–1.20 (m, 
3H); 1.27–1.80 (m, 18H); 1.84–1.92 (m, 3H); 2.06–2.13 (m, 1H); 2.27 in 2.30 (s, 6H, 
NMe2); 2.40–2.49 (m, 4H); 2.50–2.58 (m, 2H); 2.74 (t, J = 7.5 Hz, 2H); 3.52 (q, J = 7.3 
Hz, 3H); 6.98–7.02 (m, 1H); 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H); 7.16 (t, J = 7.5 Hz, 1H); 7.37 (d, J 
= 8.1 Hz, 1H); 7.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H); 8.47 in 8.58 (s, 1H, NH).ok29915 
 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) za oba konformera: δ 23.12, 23.20, 25.68, 26.60, 27.07, 
28.39, 28.58, 28.60, 29.94, 30.27, 32.41, 32.84, 33.69, 34.77, 34.88, 35.80, 37.77, 37.79, 
41.49, 42.48, 51.82, 52.24, 52.30, 52.33, 53.03, 53.73, 53.78, 61.70, 62.72, 63.08, 63.44, 
64.10, 111.36, 116.21, 116.27, 118.95, 119.07, 119.09, 121.44, 121.53, 121.83, 121.86, 
127.58, 127.63, 136.53.ok29915
 
 
 
Stereoizomer 15-2: Eluira drugi iz kolone. 
 
Izkoristek: 21,9 mg (0,0485 mmol, 22 %) rumenkastega olja. 
 
EI-HRMS: m/z = 226,7034 (M+2H2+); C30H51N3 izračunana m/z = 226,7036 (M+2H2+). 
 
IR: νmax 3223, 2919, 2851, 2787, 1620, 1455, 1354, 1229, 1156, 1101, 1036, 1009, 803, 
737 cm-1. 
 
V CDCl3 se vidita dva konformera v razmerju 70 : 30. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) za oba konformera: δ 0.83–0.94 (m, 1H); 1.10–1.21 (m, 
5H); 1.26–1.69 (m, 16H); 1.72–1.79 (m, 1H); 1.83–1.93 (m, 3H); 2.27 in 2.30 (s, 6H, 
NMe2); 2.25–2.37 (m, 1H); 2.42–2.51 (m, 4H); 2.51–2.59 (m, 2H); 2.73 (t, J = 7.5 Hz, 
2H); 3.41 (q, J = 7.3 Hz, 2H); 6.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H); 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H); 7.14 (t, 
J = 7.5 Hz, 1H); 7.37 (d, J = 8.2 Hz, 1H); 7.56 (d, J = 7.8 Hz, 1H); 8.85 in 8.93 (s, 1H, 
NH).ok29914 
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13C-NMR (126 MHz, CDCl3) za oba konformera: δ 8.05, 23.07, 23.14, 25.56, 26.55, 
26.87, 26.90, 28.26, 28.53, 28.57, 29.74, 32.29, 32.74, 33.47, 34.58, 34.82, 35.69, 37.72, 
37.73, 41.37, 42.37, 51.72, 52.15, 52.20, 52.23, 52.89, 53.61, 53.65, 63.04, 63.25, 64.08, 
111.41, 115.86, 115.92, 118.86, 118.96, 121.56, 121.64, 121.70, 121.73, 127.51, 127.55, 
136.53.ok29914  
 
Sinteza terc-butil (S)-butil(1-((2-cikloheptiletil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-
oksopropan-2-il)karbamata (16) [6] 
 
 
 
N-zaščiteni aminokislini 6 (3,0 mmol, 1,0814 g) sem dodala toluen (3 x 10 ml) in ga 
vakuumsko uparila. Brezvodni aminokislini 6 sem pod argonom dodala brezvodni THF 
(10 mL) in CDI (3,15 mmol, 537,7 mg, w = 0,95). Reakcijsko zmes sem mešala pri sobni 
temperaturi 1,5 h. Nato sem reakcijski zmesi dodala amin 2 (3,15 mmol, 445 mg) in 
reakcijsko zmes mešala pri sobni temperaturi 12 h. Hlapne komponente sem vakuumsko 
uparila in preostanek čistila s kolonsko kromatografijo (Silica gel 60: petrol eter/EtOAc 
= 2 : 1). Frakcije, ki so vsebovale čist produkt 16, sem združila in hlapne komponente 
vakuumsko uparila. 
 
Izkoristek: 1,314 g (2,717 mmol, 91 %) prozorne trdne snovi. 
 
Ttal: (46–53) °C. 
 
[α]Ds.t. = –42,5 (c = 6,45 g/L, CH2Cl2). 
 
EI-HRMS: m/z = 484,3529 (MH+); C29H46N3O3 izračunana m/z = 484,3534 (MH+). 
 
IR: νmax 3309, 2922, 2855, 1653, 1530, 1457, 1411, 1365, 1287, 1235, 1168, 1143, 1100, 
1010, 858, 738, 679 cm-1. 
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1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 1.11–1.23 (m, 5H); 1.36–1.65 
(m, 25H); 3.03–3.33 (m, 5H); 6.32–6.74 (m, 1H); 7.00 (d, J = 2.3 Hz, 1H); 7.07–7.22 (m, 
2H); 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 1H); 7.64 (d, J = 7.8 Hz, 1H); 8.02–8.28 (m, 1H).kt58431  
 
Sinteza (S)-N 2-butil-N 1-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)propan-1,2-diamina 
(18) 
 
 
 
Amidu 16 (2,688 mmol, 1,30 g) sem dodala TFA (5 mL) in DCM (5 mL). Reakcijsko 
mešanico sem mešala pri sobni temperaturi 4 h. Na vodni črpalki sem hlapne komponente 
vakuumsko uparila. Uparjenemu preostanku sem dodala H2O (5 mL) in mu nato dodajala 
NaOH (1 M v H2O), dokler se ni lakmusov papir obarval modro. Dobljeno vodno 
raztopino sem ekstrahirala z Et2O (3 x 30 mL). Združeno organsko fazo sem sušila nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne komponente vakuumsko uparila. Preostanku, ki 
je vseboval vmesni produkt amino-amid 17 (2,559 mmol, 0,9817 g), sem dodala toluen 
(2 x 10 mL). Toluen sem vakuumsko uparila in vmesni produkt 17 uporabila v naslednji 
stopnji. Pod inertno atmosfero sem dodala brezvodni THF (15 mL), nato sem počasi 
dodala LiAlH4 (16,634 mmol, 6,93 mL). Reakcijsko zmes sem mešala pri 55 °C 36 h. 
Nato sem jo ohladila na ledeni kopeli in ji dodajala NaCl (aq. sat.), dokler se ni prenehala 
peniti. Zmesi sem dodala Et2O (20 mL), intenzivno mešala in organsko fazo 
oddekantirala. Postopek sem ponovila še trikrat. Združeno organsko fazo sem sušila nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne komponente vakuumsko uparila. Preostanek sem 
čistila s kolonsko kromatografijo (Silica gel 60: 1. DCM/MeOH = 20 : 1; 2. DCM/MeOH 
= 10 : 1; 3. DCM/MeOH = 5 : 1). Frakcije, ki so vsebovale produkt 18, sem združila in 
hlapne komponente vakuumsko uparila. 
 
Izkoristek: 472 mg (1,277 mmol, 50 %) rumeno-rjave oljnate snovi. 
 
[α]Ds.t. = +21,9 (c = 4,7 g/L, CH2Cl2). 
 
EI-HRMS: m/z = 370,3213 (MH+); C24H40N3 izračunana m/z = 370,3217 (MH+). 
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IR: νmax 3412, 2916, 2850, 1620, 1455, 1353, 1231, 1111, 1010, 801, 736 cm-1. 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0.87 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 1.11–1.20 (m, 2H); 1.27–1.69 
(m, 19H); 2.49–2.65 (m, 4H); 2.67–2.75 (m, 2H); 2.79–2.87 (m, 1H); 2.93–3.02 (m, 2H); 
7.00 (d, J = 2.1 Hz, 1H); 7.09–7.14 (m, 1H); 7.16–7.21 (m, 1H); 7.36 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 
7.61 (d, J = 7.9 Hz, 1H); 8.35 (s, 1H, NH).ok29962 
 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 14.13, 20.62, 26.54, 28.63, 28.90, 32.69, 34.77, 34.79, 
37.37, 38.46, 47.36, 48.38, 53.55, 58.03, 111.25, 113.19, 119.06, 119.36, 122.04, 122.61, 
127.93, 136.45.ok29962 
 
Sinteza (S)-5-((1H-indol-3-il)metil)-4-butil-1-(2-cikloheptiletil)piperazin-2,3-diona 
(19) 
 
 
 
Po postopku iz literature [16] sem aminu 18 (0,630 mmol, 233 mg) dodala toluen (15 mL) 
in dietil oksalat (0,590 mmol, 80 µL). Nastalo zmes sem mešala pri 55 °C 12 h. Potek 
reakcije sem spremljala s tankoplastno kromatografijo: Kieselgel 60PF254 (0,2 mm). Po 
tem času je bila količina nastalega produkta neznatna. Reakcijski zmesi sem dodala 
prebitek dietil oksalata (4,278 mmol, 580 µL). Reakcijo sem nato izvajala pri 100 °C 
nadaljnjih 72 h. Toluen sem vakuumsko uparila in nehlapen preostanek čistila s kolonsko 
kromatografijo (Silica gel 60: EtOAc/petrol eter = 2 : 1). Frakcije, ki so vsebovale čist 
produkt 19, sem zbrala in hlapne komponente vakuumsko uparila.  
 
Izkoristek: 77,8 mg (0,184 mmol, 29 %) rumenkaste trdne snovi. 
 
Ttal: (208–215) °C. 
 
[α]Ds.t. = –49,1 (c = 2,5 g/L, CH2Cl2). 
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EI-HRMS: m/z = 424,2952 (MH+); C26H38N3O2 izračunana m/z = 424,2959 (MH+). 
 
IR: νmax 3273, 2922, 2855, 1669, 1450, 1432, 1389, 1246, 1142, 1095, 1073, 1017, 855, 
777, 764, 740, 693, 638, 615 cm-1.  
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H); 1.12–1.20 (m, 2H); 1.32–1.71 
(m, 17H); 2.91–2.97 (m, 1H); 3.07 (dd, J = 10.0; 14.6 Hz, 1H); 3.15–3.23 (m, 3H); 3.60–
3.69 (m, 2H); 3.74–3.79 (m, 1H); 3.97–4.05 (m, 1H); 7.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H); 7.13–7.17 
(m, 1H); 7.21–7.25 (m, 1H); 7.46 (d, J = 8.1 Hz, 1H); 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H); 8.80 (s, 
1H, NH). ok30070 
 
 13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13.95, 20.32, 26.39, 26.40, 27.54, 28.58, 30.22, 34.45, 
34.57, 35.03, 36.97, 46.38, 46.43, 46.87, 54.79, 110.65, 112.04, 118.02, 119.85, 122.55, 
123.34, 126.84, 136.66, 157.13, 157.30.ok30073 
 
Sinteza (S)-3-((1-butil-4-(2-cikloheptiletil)piperazin-2-il)metil)-1H-indola (20) 
 
 
 
Piperazinu-2,3-dionu 19 (0,160 mmol, 67,8 mg) sem pod argonom dodala brezvodni THF 
(3 mL) in LiAlH4 (4,80 mmol, 2 mL). Reakcijsko zmes sem mešala pod argonom pri 
60 °C 12 h. Nato sem jo ohladila na ledeni kopeli in ji dodajala NaCl (aq. sat.), dokler se 
ni prenehala peniti. Zmesi sem dodala Et2O (20 mL), intenzivno mešala in organsko fazo 
oddekantirala. Postopek sem ponovila še trikrat. Združeno organsko fazo sem sušila nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirala in hlapne komponente vakuumsko uparila. Preostanek sem 
čistila s kolonsko kromatografijo (Silica gel 60: DCM/MeOH = 25 : 1). Frakcije, ki so 
vsebovale produkt 20, sem združila in hlapne komponente vakuumsko uparila. 
 
Izkoristek: 44,7 mg (0,113 mmol, 71 %) rumenkastega olja. 
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[α]Ds.t. = –49,7 (c = 2,8 g/L, CH2Cl2). 
 
EI-HRMS: m/z = 396,3370 (MH+); C26H42N3 izračunana m/z = 396,3373 (MH+). 
 
IR: νmax 3417, 2922, 2855, 2809, 1456, 1352, 1233, 1157, 1124, 1010, 738 cm-1. 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Me); 1.07–1.16 (m, 2H); 1.24–
1.69 (m, 17H); 2.06–2.43 (m, 4H); 2.48–2.66 (m, 3H); 2.67–3.01 (m, 5H); 3.17 (dd, J = 
3.2; 14.0 Hz, 1H); 7.01 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 1H od Arl); 7.08–7.13 (m, 1H, 1H od Arl); 
7.16–7.20 (m, 1H, 1H od Arl); 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1H od Arl); 7.59 (d, J = 7.9 Hz, 
1H, 1H od Arl); 8.40 (s, 1H, NH).ok30084 
  
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 14.23, 21.00, 26.49, 26.49, 28.24, 28.57, 28.59, 34.75, 
34.78, 34.86, 37.89, 50.82, 53.14, 53.68, 57.14, 58.15, 59.71, 111.22, 113.19, 119.04, 
119.28, 121.93, 122.49, 127.88, 136.30.ok30084 
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ZAKLJUČEK 
Iz 3-(1H-indol-3-il)propanojske kisline (12) sem pripravila diamin 15-1, ki je med vsemi 
sintetiziranimi zaviralci najbolje inhibiral encim humane butirilholinesteraze (hBChE) 
(IC50 = 1,86 nM). Aktivacijo kisline 12 sem izvedla s pretvorbo v kislinski klorid (z 
oksalil kloridom), ki sem mu nato dodala diamin 5. Do nastanka produkta je prišlo v 
trenutku, saj je reakcija potekla po principu »klik« kemije. Aktivacijo sem izvajala v 
brezvodnih pogojih, da sem preprečila hidrolizo acil klorida. Po redukciji nastalega amida 
14 sem izolirala produkt 15. Pri tem mi je uspelo ločiti cis- in trans-stereoizomera, ki sta 
se razlikovala po inhibicijskih lastnostih. Cis in trans konfiguracije izoliranih produktov 
nam ni uspelo določiti. Stereoizomer 15-1, ki se je prvi eluiral iz kolone, je dosegel boljšo 
inhibicijo hBChE (IC50 = 1,86 nM) kot stereoizomer 15-2 (IC50 = 4,05 nM). Iz tega je 
lepo razvidno, da imajo različni izomeri molekule drugačne inhibicijske lastnosti. 
Zadovoljive rezultate je dosegel tudi zaviralec 20 (IC50 = 5,04 nM). Sinteza tega je 
potekala iz N-Boc zaščitenega triptofana 6 s prisotno butilno ročko na aminskem delu. 
Pri tem sem za aktivacijo kisline uporabila CDI in dodala primarni amin 2-
cikloheptiletanamin (2). Pri rokovanju s CDI sem izvajala reakcijo pod inertnimi pogoji, 
da ni prišlo do reakcije z vodo. Po odščiti in redukciji amida je prišlo do nastanka spojine 
18 z dvema sekundarnima aminskima skupinama. Spojini 18 smo določili stopnjo 
inhibicije hBChE (IC50 = 10,14 nM). Do cikličnega piperazinskega analoga 20 sem 
potrebovala še dva koraka. Diaminu 18 sem dodala dietil oksalat, ki je reagiral s 
sekundarnima aminoma in tvoril šestčlenski obroč z dvema karbonilnima skupinama, ki 
sem ju v naslednjem koraku reducirala. Končni produkt 20 (IC50 = 5,04 nM) je dosegel 
nekoliko slabši rezultat inhibicije kot stereoizomer 15-2 (IC50 = 4,05 nM). Vmesni 
produkt 18 (IC50 = 10,14 nM) ni imel preveč dobrih sposobnosti inhibicije hBChE. Iz 
tega lahko sklepam, da imajo (ciklični) terciarni amini boljše inhibicijske lastnosti od 
sekundarnih acikličnih. Vsi zaviralci so bili specifični za humano butirilholinesterazo in 
noben izmed njih ni zavrl delovanja acetilholinesteraze (AChE). Vzrok za neuspele 
poskuse sinteze zaviralcev (8, 9 in 11) je najverjetneje aktivacijski reagent CDI, ki ni 
najbolj primeren za spajanje sterično oviranih sekundarnih aminov s sterično oviranimi 
substrati/kislinami. Za sintezo omenjenih inhibitorjev bi bilo potrebno raziskati 
alternativne metode aktivacije kisline in potrebna bi bila optimizacija reakcijskih 
pogojev. Iz serije uspešnih sintetiziranih zaviralcev je mogoče sklepati, v katero smer naj 
bi potekalo nadaljnje raziskovanje. Najbolj obetavnemu zaviralcu 15-1 bi lahko 
modificirali stranske verige. Možna modifikacija bi bila lahko sprememba velikosti 
obroča. 
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